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‖曖液酸性高プロリンタンパク質の結合を阻害するペプチドの分泌
片 岡 宏 介
詈
イ∫力 な 歯 周 病 原 性 菌 で あ る んrrp力yrar"0′,ぉ
8f″8′Pイノお卜3)は,日腔粘膜 →,歯肉溝 や｀歯肉縁上 。
縁 ドプラーク “といつた様々な部位から検出されて
おり、これら表而iへの付着には本菌体表層に存在す
る付着性構造物である線毛が主要な役割を果たす と
考えられている 7).P.gル767′ツ″お菌体は,その線毛を
介して、唾液被覆ハイ ドロキシアパタイ トビーズ
(HAと略す)表面に付着すること 詢や,また, 日
腔常在グラム陽刊ilal‐菌体とも結合することつが報告
されている。そして,P.gルぼツ″′S線毛欠損株では,
HAやグラム陽性菌への結合性が低下するとの知見
り""が報f:Fされている.P.g′″g′ッ″isの口腔への定着
過程において。P.g′′,g′ッ″Fs線毛は,様々 な表層物
質と相ノ[作用をすると考えられる。しかし,日腔内
の歯、軟利t織や細菌の表面の多くは唾液によつて浸
漬され4キ定の1重液成分に被覆 されてお り HJ助,P.
8ル瑠ハ'`ノお線毛と‖垂液ペ リクル中の特定の唾液タン
パク質との強国な結合 r.lDは,本菌の口腔への初期
定着の重要なステップのひとつである 1・3)と考えら
れる.P."7g il'`ノ′s線毛と唾液タンパク質の相互作
用として、Aman()らH)は線毛が酸性高プロリンタン
パク質 (PRPsと略す)やスタセリンに対して特異
的に結合することを示した。そして,これらの結合
は,アミノ酸.押i,シアル酸などでは抑制されず ,
P.gル
“
′ドζノis線毛のサブユニ ットであるリコンビナ
ン トフインブ リリンで抑制 された ことより,P.
g′′,8′1'(ノお線毛とPR Psやスタセリンとの結合は,タ
ンパク質―タンパク質相互作用によつておこる特異
的な結合と考えられている 8J詢.
唾液 タンパク質 中の高プ ロリンタンパ ク質は ,
PRP、.高プロリン糖タンパク質 (PRGP)および塩
基性高プロリンタンパク質を合め,唾液タンパク質
成分の 41)`)%を占めてお り 2い、PRPsは6つのア
イソフォーム (PRPl,PIF―s,PRP2,PRP3,PIF‐t
PRP4)を有している。その主要アイソフオームで
もあるPRPlとPRP2は,それぞれ 150アミノ酸残
基からなり,これ らは,他のアイソフォームよりも
P.gルlgiソarisと強く結合することが知られている 2η.
Gibbonsらは,PRPlは溶液中では菌体と結合しな
いが,HA表面に吸着すると立体構造変化が生じ,
細菌に対する潜在レセプター (cHptic Meptorまたは
cHptitopes)が露出し,菌体と結合するようになると
報告している :9'よ123.さらに,Cibbonsらは,PRPl
のカルボキシル基 (C)末端側
“
アミノ酸残基の欠
落したPRP3とP.gルぼッ″′s菌体とは,わずかな結
合しか認められなかつたと報告し,このことより,
PRPIがHAに結合するにはPRPlのC末端側
“
残
基を必要とし,その部分が P.gル慇′ッ″′s菌体との結
合レセプターになるという仮説をたてている よ)。 し
かし,現在のところ,P.gル
`′
ソ″is線毛 と結合する
PRPlの結合領域について,その詳細は明らかにさ
れていない。
近年,分子生物学的手法を用いて,日腔常在 レ
ンサ球菌の遺伝子組み換えを行うことにより,生
物学的活性をもつ種々のタンパク質を発現 。分泌
させ,これ ら技術を応用して,宿主防御免疫反応
を強化し,病原性細菌の定着を抑制するといつた
研究が進められている 3‐飾).P.g′″g′ソ″′s線毛と結
合する PRPI分子内での最小結合領域を明らかに
し,その結合領域を合むペプチ ドを口腔レンサ球
菌に発現・分泌させることができれば,有用な P.
gルぼソ″お の口腔への定着抑制モデルを提供するも
のと思われる。
本研究では,P.g′′ぼソ″お線毛と結合する PRPl
分子中の結合領域の検索を行い,さらに,この結
合領域ペプチ ドを口腔常在菌である S餃グοω66“S
gοκわ″′形質転換株に分泌させ,このリコンビナ
ントペプチ ドが P.gルぼッ″′sの線毛を介する結合
緒
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?
?
??
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に及ぼす影響について調べることを目的として,
以 ドの実験を行った。
材料な らびに方法
1.供試菌株
P.gル:g′νrrtt A・「(iC 33277株は,サンスター株式
会社研究開発部より分与され,( D｀C嫌気性菌用羊
!白L液寒天l吉地 (BBL:Bccton Dickinson MicЮbiology
S)●cms、(｀∝kc)'s、illc,MD.,UoS.A.)に接種し,嫌気
培養装置 (「o:ma Sdentinc AnttЮЫc Sys em Model
:()24、Ma‖d ta.OH。,U.S.A.)を用い,嫌気的条件下
(:07(｀()、.:0%Hぅ。80%Nぅ)にて35℃で培養を行
い.l週間ごとに,新たな培地に継代培養して保存
した.供試菌の培養は,保存培地よりi mg/miの酵
母エキス木,5″g/m!のヘミンおよび 1″gノmlのメ
ナジオンを合む トリプチケースソイプロス (BBL)
:O mlに接種し,IX・気的条件下にて 35℃で培養し
た。この培養液を同培養液90 mlに移し,同一条件
ドで静|11期初期 (約 18時間)まで培養した.培養
した P.8′,gFνrr/おを,レ澪らの方法 ‖)によリトリチ
ウム標i洩し、さらに, I inM KH2PO.、 lmM C£:2'
0・lmM M8(｀!2を合む KC:緩衝液 (pH 6.8)で洗浄
し、糸|キ合実験 に供 試 した。S.gο滋 ″′G9B株,
Sr″′,′ο(7)(て・
`′
S″′′′おATCC 159CD株. ATCC:59:2株,
S′″,′ィχ7χて760κノおA′「CC 98‖株,AlC｀C 10557株,
S′ψ ′ο` 7,(で′ざ ま“
g′′∫ ATCC 10556株お よ び
Srrar,ノィχりててVバめИ″,cPi MFe28株は,当研究室で継代培
養し.凍結保存 した菌株を用いた.これ ら供試株は,
ブレインハー トインフュー ジ ョン (BHl)アガー
(l】ほ)lヵk)rctto‖ぃ。DdЮit,MI..t'.S.A.)の高層培
地に穿束11吉養した後 4℃で冷所保存し,1カ月ごと
に穿束1継代培養 した ものを用いた.供試菌の培養は,
保存l南地よ り BHIプロス (Din∞LboratOnes)10
mlに接種 し、人気中にて 37℃で培養した.この培
養液を同培養液 90 miに移 し,同一条件で静止期初
期 (約12時間)まで静置培養 した。これ ら菌体は,
0.15M41化ナ トリウムを合む :O mMリン酸緩衝液
(PBS.PH 7.2)によ り洗浄後.1()mM PBS(pH
7.2)により供i懸濁液 を調製し,共凝集阻害実験 に
供 した 27).3て,ル″c/7′αωノ′JMl"株は , Lu面a―
攪‖ani((llBC｀O BRL Lire T∝hnO:。8iCS, P」sdey,
Sα■l‖ld)液体 1占地および寒天培地にて培養を行 つ
た.なお,E.ω′の培養には,50″g/m:アンピシリ
ン (和光純薬工業株式会社,大阪),S.g釧わ′t″ の
培養には,50″gノmlアンピシリン,20″ノmlエリス
ロマイシン (和光純薬)を添加したものを選択培地
として用いた.
2。P.gIPagこИ′is線毛の調製
線 毛 は , P. gi′: ′ッ″s ATCC 33277 株 か ら
Yoshimuraらの方法 31)により精製し,それを L鼠 ら
の方法 ‖)によつてヨー ド標識した。
3.PRPlの精製 と3種の PRPlフラグメント
の調製
PRPlは,3人の男性被験者からヒ ト顎舌下腺唾
液を採取し,Ramasubbuらの方法 29を用いて精製し
た。精製した i m3のPRPiは,0.1%ドデシル硫酸
ナ トリウム (SDS)を合む4M尿素溶液で,4℃,
一晩透析 し,さらに, 10 mMトリス塩酸塩緩衝液
(Tns―HCl,pH 9.5)にて透析を行つた.これら透析
後のサ ンプルは, リジルエン ドペ プチ ダーゼ
(ハ
“
θ
"ο
brr″pЮteasc I,和光純薬)を酵素/基質=
1/2∞ (モル比)の割合で加え,30℃,6時間反応
させ,PRPlの2カ所のリジル残基のC末端側で切
断し, 3つのフラグメントに分解した。これら 3
つのフラグメントのうち,N末端断片をNフラグメ
ント,中央断片を Mフラグメント,そして,C末
端断片を pPRP―Cフラグメントと呼ぶ.3つのフラ
グメン トは,Watett c4逆相カラム (0.39×15 cm,
3(ЮÅ,Millipore Co.,MHfo4 MA.,U.S.A.)による
L6210型高速液体 ク ロマ トグラフィー (High
PcrFonnan∝Li9」id Chromato31aphy:HPLC)システム
(日立製作所,東京)を用いて,0.l%トリフルオロ
酢酸溶液 (TFA;和光純薬)とTFAを合むイソプロ
パノール アーセ トニ トリル (7/3容量比)溶液による
直線的濃度勾配法により分離精製した “
).精製した
各フラグメントについて,SDSポリアクリルア ミド
ゲル電気泳動により均一性を確認後,アミノ酸配列
と分析をそれぞれ 477A/120気相式オー トマチック
シーケンサー (Applied Blosystems,Fostcr City,CA.,
U.S.A.)と日立 835Sアミノ酸分析装置 (日立製作
所)を用いて行つた・ り.
4.ドットプロット法
ドットブロット法は、Amanoらの方法 |めによつた。
PRPiおよびリジルエンドペプチダーゼにより消化
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分解 した各フラグメン トを Blo‐Dol装置を用いて ,
ポ リ ビ ニ リ ジ ン ジ フ ル オ ラ イ ド転 写 膜
(po!)、n):idnc dnuoH(b:PvDF,Blo‐rad Labomlones,
Hcにuほ.( A｀.、 11.S.A.)に吸 引吸着 させた。そ の
PVl)F‖英を 2%lip`1議牛血清アルブ ミン (BSA,
A-7030 Si8:na (｀hc:niml, Co., St. LЮuis, MO.,
UoS.A.)によリプロッキングし,20 pmo1/:n:のヨー
ド標識した P.g′7g′v″′s線毛 (121‐Fim)3 miと3時
111室れ1でインキュベー トし,さらに,l∞mM塩化
ナ トリウムを合む KC:緩衝液 (pH 6.8)により洗浄
した後.オー トラジオグラフィーを行つた。
5。PRPlペプ チ ドフ ラ グ メ ン トに よ る
P.g′giν
“
′Js線毛 または菌体 の PRPl被覆
HAへの結合岡l害実験
PRI)lペプチ ドフラグメントによる :251_Fimとト
リチウム標識した P.gルlgiッ″Fs菌体 (3H_cell)の
PRPI被覆HAへの結合阻害実験はAmmoらの方法
HJ“1"に
よ り 行 っ た 。 阻 害 実 験 に は ,N,Mと pPRP―
(｀ の各フラグメント、そして,種々 の合成ペプチ ド
(北海道システムサイエンス株式会社、北海道)お
よび精製 PRPiを用いた。まず,KCl緩衝液 (pH
6.8)に溶解 した l″mo1/miの各ペプチ ド溶液と 5
nmd/mlの12]_「imまたは5×lザ/mlの3H_∝:1とを
プレインキュベー トした。さらに、この溶液 と
PRPl被覆HAとを室温で 1時間インキュベートし,
放射活性を測定し,結合量を算出した.あらかじめ
50倍htの非標識の線毛 (50 nmd/ml,5∞″l)を
PRI)1被覆HAに添加後,5 nmo1/mlの12Sl_Fimまた
は、5×10X/mlの3H_ce::を加えることにより求めら
れた結合量を非特異的結合量とし,総結合量から非
特異的結合量を差し引いた値を特異的結合量とした.
6。PRPl合成ペプチ ドと線毛との結合実験
合成ペプチ ドと線毛との結合実験を 96穴マイク
ロタイタープレー ト (平底アミノプレー トタイプ A,
住友ベークライ ト株式会社.東京)を用い,酵素
免疫 測 定法 (ol,meJinkcd immunos研晩nt assay:
EIJSA)によ り行な った 日、 各 ウェル を 2%グル タ
ルア ルデ ヒ ドを合む PBS(pH 7.2)l CICl″lを分注 し,
国相 |力iを活性化させた後,PBSに溶解 した 2
″mtD1/mlのPRP:および2″md/mlの5種の合成ペ
プチ ドを ‐1晩4Cで固相化した。各ウェルを,
0.:7・1・、∝n2()を合む PBS(PBS・Il pH 7.2)により
3回洗浄し,2%B:∝k Ace(牛乳から抽出されたカ
ゼイン溶液;雪印乳業株式会社,北海道)により室
温, 1時間のブロッキングを行つた.PBSTによる
3回の洗浄後,各ウェルに5 nmd/mlの線毛を加え,
室温で 3時間インキュベー トした。PBSTによる洗
浄後,50∞倍希釈したウサギ抗線毛抗体 3:)100 μl
を加え,4℃,一晩インキュベー トした。そして,
1∞0倍希釈したアルカリフォスファターゼ結合抗
ウサギ IgG抗体 (Zymed LabonoHes,Inc.,CA.,
U.S.A.)と室温,3時間反応させた後,ρ―リン酸ニ
トロフェニル (Si3ma)を基質としたジエタノール
アミン緩衝液 (pH 9.8)により発色させ,405 nmで
の吸光度を測定した.非特異的結合量は,2 mMの
li口dfree BsAを陰性対照として用いることにより求
めた.
7.SDS‐ポリアクリルアミドゲル電気泳動
SDS‐ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気泳動 (SDS‐
PAGE)は Phast system (Pharmacia LKB Blot∝h‐
nology AB,Uppsda SW(油n)を用い,通法に従つて
行つた。ペプチ ドフラグメン ト標品を 2.5%SDS,
l mMエチ レン ジア ミン 4酢酸 ナ トリウ ム
(EDTA),0.01%プロムフェノールブルーおよび
5%β―メルカプ トエタノールを合む 10 mM THs―
HCi(pH 8.0)30″|に溶解した後,1∞℃,5分間
熱処理した。0.0112M酢酸および0.HMトリスア
ミノメタンを合む PhastGd High DenSty(Phamacia
LKB)を支持体として,緩衝液は0.20Mトリシン,
0.20Mトリスおよび 0.55%SDSを合む PhastGd
SDS Buffcr Sthps(Pharm“ia LKB)を用い, 15℃,
10 mAの条件下で泳動 した.泳動後,タンパク質を
クマシー 。ブリリアン トブルー R350を用いて染色
した。分子量測定用標準タンパク質マーカー (分子
量測定キット;Phamacia LKB)として,BSA,卵白
アルブ ミン,炭酸脱水酵素,大豆 トリプシンインヒ
ビター、α―ラクトアルブミン,グロビン,グロビ
ンI+II,グロビンI,グロビンHおよびグロビン
Ⅲを用いた.
8。ppRP‐Cに対するウサギポリクローナル抗
体の作製
pPRP―Cは,低分子量 (MW 2H9)のため,MBS
(′η‐マレイミドベンゾイロキシサクシニル)法33に
より重合し抗原として使用した.同重合抗原を完全
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アジュバンド (I】1“)と混和し,水冷中で超音波処
理1を行ってЙII中水型乳剤を作製 し、 2週間ごとに
:il・51口|(().67n18/().3 mI PBS,pH 7.5)ウサギ皮下に
ガ1射し免疫を行つた。全採血を行い得られた血清を
PBS(pH 7.2)で透析し,PrOtd n Aアフイニテイ
カラ ム (Amc:、h〔lm l)httmЖia Biotech., t'pp‐sala
S、'dcn)を用いて精製し,ウサギ抗 pPRP―C IgG標
品を得た。
9.ペプチ ド・ タンパク質の定量
定量は,色素結合法に基づいた Bio‐Rad pЮtdn
tSStりkit(Bio―R測)を用いた.標準タンパク質とし
て.BSA(Sigma)を用いた。
10。pMNK‐5プラス ミドの構築
1)DNAフラグメン トのアガ ロース電気泳動
と詢ll l:1
アガロース (AgaЮse S:和光純薬)を2%になる
ように トリス酢酸緩衝液 (TAE:pH 8.0)に加熱溶
解したものを泳動用ゲルとして用いた。泳動用緩衝
液に lAE緩衝液を用い, 1∞Vで泳動を行つた。
泳動後、ゲルを奥化エチジウム (1″g/ml,和光純
薬)溶液で 10-30分染色後,波長 312 nmの紫外線
でDNAの存在を確認した.DNAフラグメントの抽
出は、Q:AEXH 8d extraction Mt(フナコシ株式会
社.東京)を用いた.
2)pMNK‐4プラス ミドの供与
ε.(7,ノFとS.8`,κわ′:″のシャトルベクタープラスミ
ドpMNK4は,森田 隆博士 (大阪大学微生物学研
究所)より供与された。なお,pMNK4プラスミド
は、pVA838｀3,日:来であり,ハ″力ゎわrrrοr CB‐8株由来
のデキストラナーゼを発現,分泌するように構築さ
れたもので ある.シグナルペプチ ドとして,S.
めw″ピ′M「c28株のグルコシル トランスフェラーゼ
遺伝「 ‖ド%の11メ::配列をもち
,ターミネーターに,
E.(・θ′山来の rmBtlt2を置換挿入している 23).
3)pMNK¨5の構築 (pPRP・C遺伝子配列の
置換 )
pMNK4のプロモーターとシグナルペプチ ドシー
ケンスを合む DNAフラグメントを得るために以下
のオリゴヌクレオチ ドを設計し、PMNK―lを鋳型に
ぃちmemCヽ Ch」n raclo■(PCR)法を行つた。
5・‐G( (｀1(・AT(〕(｀G(lATCGTCTATCGTAAAACAGAGA
A(〕AA-3・
5・―・:｀(〕( (｀〕(■・AC(A｀A(■'(3AAGCA(｀(lGACA-3｀
下線部は,S′力Iと 7V力ιIの制限酵素切断 部位であ
る.PCR産物 は,pGEM‐Tプラス ミ ド (Promega
Co.,Madson,.Wi.,U.S.A.)に挿入 し,373DNAシ
ーケンシングシステム(Pcよin Elmer Co.,Foster City,
CA.,U.S.A.)により増幅産物の遺伝子配列を確認し
た.S″Iと /V力ιIにより切断後,アガロース電気
泳 動 し,lpЮmOtO卜Jgnd"甲en∝|フラ グ メ ン トを 抽
出した。
pPRP‐CをコードするDNAフラグメントlprp―clは,
以下のオリゴヌクレオチドを合成し自己相補鎖結合
させ,ハイ ドロキシアパタイトカラム (CHT2‐I,
Blo‐Rad Lbolatones)を用いた FPLCバイオロジツ
クワークステーシヨン (Bio―Rad hboratoncs)によ
り精製した。
5'―σ ACCGCACCCCAGGGACCACC「CCCCAACG
GGGCCGCCCACAACGACCTCCACACGGGCAGT
CTCCTCAGTGAAAG-3'
5'―TCGAじlilCACTGAGGAGACTGCCCCTGTGGA
GGTCじ1lGTGGGCGGCCCCじilGGGGAGGTGGT
CCCTGGGGTCCG‐3'
精製 したlprpclフラグメン トは,S″IとⅣ力ιIの
制限酵素切断部 位を もつ以 下のプ ライ マ ーに よ り
lprpclを鋳型に PCR増幅 し,増幅産物 は,S″Iと
7VAι Iにより切断 した。
5'―GCTAGCGCACCCCAGGGACCACCTCCC‐3'
5'―≦コKX逆≦
「
TTCACTGAGGACACTGCCCC‐3'
lpЮmOtO卜Jgnd"甲encelフラグメン トとlprpclフ
ラグメントを DNA ligaiOn ttt(V飢2宝酒造株式会
社,京都)を用いて結合し lpЮmOtO卜Jgnd seTdence―
prpclフラグメン トとした。次いでlpЮmOtO卜signd
SC9」ence―prpclフラグメン トを pUC19プラスミド
(宝酒造株式会社)に挿入し,E.ω′JMI"株でサ
ブクローニングを行つた。pMNK4をあらかじめ制
限酵素 Sρ力Iと S″Iで消化後, lpЮmOtO卜Jgnd
se9Jence―prpclフラグメントを挿入接合し pMNK-5
プラスミドを構築した.
H.S.gθrJο
“
ijへの形質転換
S.gοκわ″′G9B株は,0.2%酵母エキス,20 mM
グリシンを合む Tod‐Helvitt(THYG)ブロスに接種
し,37℃で一晩培養した.菌液 :に対して THYG
ブロス 20の割合で培養 し,培養液の濁度が波長
6CXl nmで0.20になるまで培養した.遠心処理によ
り菌体を回収し,43℃処理を行つた.2CXl″の
i5%グリセ ロール溶液にこのコンピテント細胞を
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溶解し.:″8のpMNK-5プラスミドを加え,エレ
クトロポレーション法 (:.75 kV,25′
`―
F,4C10Ω,
7m、cc)により形質転換 した.60分氷冷後,THY
ブロスに接種し 1時間 37°C培養後,20 mMグルコ
ース.25″3/miエリスロマイシンを合む BHlアガー
に接種し.得られた抗生物質耐性コロニーを形質転
換株 (:TomЫ nallt S.g″め″′)とした。以下,形質
転換株を 卜S8、 】子生株を w‐S3と略す。
12.r‐Sgにお ける recOmbinant pPRP‐C(r‐
pPRP‐C)分泌の確認と定量
卜S8は,25″3/mlエリスロマイシンを合む THY
ブロスに接種 し,37℃で培養した.その培養上清
は,4C,‐晩、脱イオン水に対 して透析 (カツト
オ フ分 r量5α).Spectrtlm M“cal inttstry lnc.,
(】arcL・na,(A｀..U.S.A.)を行い,その後,限外濾過
(カットオフ分 r量2QXl、東洋濾紙株式会社,東
京)を行つた。この透析,限外濾過後の上清を凍結
乾燥した濃縮粉末 (以後,「S8rll標品と記す)を,
K( l｀緩衝液 (pH 6.8)により体積比で 47倍濃縮相
当の40mゴmlの利l標品溶液となるように調整した。
以後、これをFS8粗標品溶液と記す。また,wi‖株
1吉養 L清か らの調製も上記と同様に行い,以後 ,
、v‐Sg判[標品溶液と記す。
次に。標計:として lmゴmiの合成 pPRP‐C, 卜Sg
判t標l:ll溶液、 または w―Sg粗標品溶液を用い ,
PⅥ)「転写膜に吸引転写した。この PVDF膜を 1%
BSAを合む TBS・「 (0.14 M NaClと0.05%Tween 20
を合む25 mMトリス緩衝液;pH 7.4)溶液中で室温
!5分放置 した。ついで,TttT溶液で lCXD倍希釈
し た ウ サ ギ 抗 pPRP― C lgGと 4℃ ,一 晩 ,反 応 さ せ ,
1｀BSTで31口1洗浄後,TBST溶液で2000倍希釈した
西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP)結合ヤギ抗ウ
サギ 18(〕抗体 (Z)mcd Laboratolも)と室温で2時間
反応 させ た.さらに HRP cottugac substne Mt
(Bk>Rad:ハいmk)lcs)を用い,発色させた。
pPRP―(｀ と 卜pPRP―Cの検出は,オー トラジオグラ
フィーによる は :｀´ ウエスタンプロッテイング検 出
システム (A:ncsham Phamacia Blol∝h)を用いた。
標占llとして。i mymlの合成 pPRP―C, 卜S3粗標品
溶液。または 、―Sg粗標品溶液を供した。まず,ア
クリルアミド濃度 15%-25%の勾配ゲル (第一化学
薬「:|:株式会社.東京)を用い.SDS―PAGEを,
hemm‖の方法 3めに準じて行つた。分子量測定用マ
ーカ ー として 低 分子 量 測 定用 電 気 泳動 キ ッ ト
(1)rest」ned SDS―PAGE Standard,Blo収劇)を用いた.
次いで,平板型転写装置 (トランスプロツト SD
システム:BioRad bbratoHcs)を用いて,25V,40
分通電することによリアクリルア ミドゲル層から
Hybond‐ECL ニ トロセル ロー ス月莫 (Amcrsham
Phamacia Biot∝h)へ,タンパク質を転写した。こ
のニ トロセルロース膜を 1%BSAを含む TBST溶
液中で室温 15分放置した。転写膜は, 1∞0倍希
釈したウサギ抗 pPRP―C igGと4℃一晩の反応後,
2000倍希釈した HRP結合ヤギ抗ウサギ IgG抗体と
室温で 2時間反応させ,オー トラジオグラフィーに
より検出した。
培養上清中に分泌された 卜pPRP‐Cの定量は,
ELISA法によつた l・。まず,検量線を求めるために
W―S3の培養上清に pPRP―C濃度が 0,2,4,8,16
nmo:/mlとなるように調整した各サンプル iCXl″ま
たは 卜Sg粗標品溶液 10Cl μ:を,それぞれ 4℃で一
晩固相化 した。2%Block Accにより室温, 1時間
プロッキングした後,2CXXl倍希釈した ウサギ抗
pPRP―C抗体 l∞″lを加え,4℃で一晩インキュベ
ー トを行つた。ついで lCXXl倍希釈した HRP結合
ヤギ抗ウサギ 18G抗体と室温で2時間反応させた。
洗浄後,3,3',5,5'―テ トラメチルベンジジンを基質と
して発色させ 450■mでの吸光度を測定した.
13.pPRP・Cと r‐pPRPC¨による共凝 集阻害
実験
1)pPRP‐Cよる共凝集阻害実験
P」″rvarたと口腔レンサ球菌との共凝集に及ぼ
す pPRP―Cの影響を,Nagataら2つの共凝集活性の
測定方法を用いることにより調べた。10 mM PBS
lpH 72)5CXl″lに懸濁 した 5×108個の P
gi聰ゴva騰と5×108個の口腔レンサ球菌 (S.gο滋′′
G9BI朱, S.′ηIs ATCC i59CD株,ATCC 15912オ朱,
S.οκノおATCC 9811オ朱, ATCC 10557オ朱, S.sαlg“′s
ATCC:0556株,S.め″′,′MFe28株),そして,濃
度を変えた pPRP‐C溶液 l mlを加え,分光光度計
(UV-265FW:島津製作所,京都)を用いて,37℃
で撹拌しながら,波長 550 nmの吸光度 (A550)の
変化を7.5分間測定した。ある時点の前後 0.5分間,
すなわち各 l分間の吸光度の差 (dA/d「)を連続的
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にかつ 自動的に計算させ。それを記録 させた後, :
分あたりの最大の吸光度変化量を読み取つた。阻害
斉Jを加えた時の日[害率は,以下の式によつた。
日[1:i率(%)=|(阻害剤を添加しない時の共凝集
活性)― (‖11::斉1を添加した時の共凝集活性)}/
(‖[害斉Jを添加|しない時の共凝集活'Ml)×l∞
2)r‐Sg剌[標品による共凝集日1害実験
‖1li:斉1としての 卜sg粗標品溶液は,着色しており,
吸光度変化をよみとるNatttaらの方法を用いること
は困難なため.Pg力
`ノ
va′お懸濁液に口腔レンサ球
菌と阻11i剤を加えたものを肉lllt的に 5段階 (0～
4+)で判定するCisarらの方法 3S)を用いた。l mM
Tris―HCl(pH 72)、それぞれ 2∞〃lに懸濁した 5
×l{♪個のPgルゴνaノお と 5×10S lJの各1司腔レンサ
球菌.そして‖t嘗剤として 2∞nmol/miのpPRP―C
溶液.卜ヽ8料[標|キ|:溶液,または 、v―S3粗標品溶液を
2()()″!加え.牢温で 10分間振盪させた後,共凝集
を肉眼的に半1定した.
14.統::卜処理
各実験における測定値の統計処理は,平均値と標
準tiり(差を算出 し,Stuとllt's′検定を用い,危険率
1%でイ「意ノf:のイ「無を検定した。
実 験 結 果
1.PRPlフラグメン ト (Nフラグ メン ト,M
フラグメン ト,pPRP‐Cフラグメン ト)のP.
g′′lgFッ
“
′お線毛 との結合
‖唯液から精製したPRPlを, リジルエンドペプチ
ダーゼにより消化分解 し,C4逆相カラムによる
HPLCで精製し得られた各標品の SDS‐PAGEの結
果を1文||に示した。Nフラグメント,Mフラグメン
トおよび pPRP―(｀ フラグメントの各ペプチ ドフラグ
メントは.推定された分子量に相当する位置に単一
のバンドとして認められた。また、アミノ酸分析 と
ア ミノ西麦西己列のれキ果か ら, N フラグメン トは ,
PRPl中の 卜74アミノ酸残基,Mフラグメントは,
75‐129アミノ酸残基,そして,pPRP―Cフラグメン
トは、13)‐lmアミノ酸残基に相11するペプチ ドで
あることを確認した。
図1 リジルエンドベブチダーゼ処理後のPRPl分解フラグメントの
SDS―PACE像
1.6分子量測定用マーカー 2 PRP1 3Nフラグメント
4Mフラグメント 5 ppRP―Cフラグメント
各 PRPiフラグメントと 1251_Fimとの結合を ドツ
トブロット法により評価した.図2に示すように,
線毛は pPRP―Cフラグメントと強い結合を示し,
PRPlと同程度の結合が認められた。また,Mフラ
グメントに対しても弱い結合が認められたが,Nフ
ラグメントには,全く結合がみられなかつた.
図2 PRPl分解フラグメントのPゴ
“
″arle毛との結合
l PRP1 2 BSA 3 Nフラグメント 4Mフラグメント
5,PRP―Cフラグメント
2.P.gj′ag′ッα′お 菌体および線毛の PRPl被覆
HAへの結合に及ぼす PRPl分解 フラグメン
トの影響
1
2
3
4
5
6
0        5       10
菌結合量(10う
図3 P gragjv」l適体のPRPl被覆HAへの結合に及ぼすPRPl
分解フラグメントによる影響
1インヒビターなし 2 PRP1 3.Nフラグメント
4Mフラグメント 5 pPRP―Cフラグメント 6非標贅線毛
(Ⅲ :各値は平均値土標準偏差を示し,P<001は対照群に比較して
有意差があることを示す)
図3に示すように菌体のPRPl被覆HAへの結合
に対して,pPRP―Cフラグメントは84%,Mフラグ
メントは 49%の阻害を示 し,有意な差が認められ
(kD)  1  2 3 4 5
67~ ―
43~ ―
30-~“
201- ―
144-ロレ   ‐
尋
(kD)
―  -17.7‐″ - 146
-  ―- 824
-  ―- 638
-  ―- 2.56
?
．
「
?
‐
‐
‐
?
「
―
―
―
?
?
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た。しかし.Nフラグメン トでは阻害がみられなか
った。
図4に示すように線毛のPRPl被覆HAへの結合
に対して,pl)RP―(｀ フラグメントは, ほぼ iCXl%,
Mフラグメン トは 83%の阻害を示し、有意な差が
認められた。Nフラグメントでは 5%の阻害しか認
められなかつた。これ らのことより,PRPiの150
ア ミノ般残基中の75から 150アミノ酸配列中に P.
gル,g′lで″、線毛との結合領域の存在が示ll■された。
0        0125       0250
線毛結合量 (nmd)
図4 Pgゎゴvall嚇毛のPRPl被覆HAへの結合に及ぼすPRPl
分解フラグメントによる影響
1インヒビターなし 2 PRP1 3Nフラグメント
4Mフラグメント5 pPRP―Cフラグメント 6非標識線毛
(*:各値は平均値±標準偏差を示し,P<001は対照群に比較して
有意差があることを示す))
3.PRPlC末端側5分割合成ペプチ ドに
PRPl結合部位の同定
表1 合成ペプチド
ペプチド アミノ酸配列
図 5に示すように,pPRP‐CはP.gル7gF陥購 線毛と
非常に強い結合を示 した。それぞれ,pe口と75-89,
pepticL90-!06,pepti“107‐120は,P.g′′7g′ッ″is線毛
とPRPlとの結合量の77%,78%,86%の結合量が
認められた.これ ら4つのペプチ ド配列中の共通ア
ミノ酸配列は,PQGPPQであり,同配列は,PRPI
中には, 75-80, 92‐97, 109‐‖4, 140-:`番目に存
在 した。
0        0.5        1.o        l.5
吸光度(405rrn)
図5 EL:SA法による合成ペブチ ドとR」曜″″導 毛
との結合性
1.PRP1  2.peptide75-89  3.peptide90-106
4.peplde107-120 5.peptide121-129 6.pPRP―C
7.BSA
(各値は平均値士標準偏差を示す)
0          0125        0250
線毛結合量(rmd)
図6 合成ベプチドによるP」ngyall蘇毛のPRPl被覆
HAへの結合の阻害
1インヒビターなし 2.PRP1 3.pepti“75-89
4 peptide90-106 5.peptlde1 07-120 6.peptlde1 21-129
7.pPRP―C 8.メド標E線毛
(*:各値は平均値土標準偏差を示し,P<0.01は対照群に比較して
有意差があることを示す)
次にこれ ら合成ペプチ ドを用いた 121_Fimの
PRPl被覆HAへの結合阻害実験を行つた.図6に
示すように,pPRP‐Cのみがほぼ iCXl%に近い結合
阻害を示 し,有意な差が認められたが,PRPiおよ
び他のペプチ ドではほとんど阻害はみ られなかった。
「
?
「
?
?
「
―
―
?
?
peptide75-89
peptide90-106
peptide1 07-120
peptide1 21-129
pPRP―C
peptide1 30-137
peptide1 38-145
peptide1 46-150
PQGPPQQGGHPPPPQ
GRPQGPPQQGGHPRPPR
GRPQGPPQQGGHQQ
GPPPPPPGK
PQGPPPQGGRPQGPPQGQSPQ
PQGPPPQG
GRPQGPPQ
GQSPQ
PRPlの75から 150アミノ酸配列 中の P.
gル
“
′1`′お線毛結合領域をさらに明確にするために,
表 lに示したア ミノ酸残基 75-89に相当するペプチ
ド (ドptiむ75‐89 と 言己す ), ドptiecl_lo6,
辮pticL・1()7‐120.“ptiф:2卜129,pPRP‐Cのペプチ ド
を合成した.その各合成ペプチ ドと P.gルぼツ″′S線
毛との |「:接的な結合を El_ISA法により測定した。
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4.pPRP‐C中の線毛結合部位の同定
pPRl)‐(｀ 中の P.gルな′ッ″お線毛との結合部位を検
索するために、表 1に示した 3つの合成ペプチ ド
(PcPtict・130-137.眸ptkL 138-145,l梵plkL 146-:50)を
121_「imのPRPl被覆 HAへの結合阻害実験に供し
た。
0           0125         0250
線毛枯合量(rrnd)
図7 pPRP―C内の合成ベプチドによるP glngrvallM毛の
PR Pl被覆HAへの結合の阻害
1インヒビターなし 2 PRP1 3.pPR P―C 4peptide1 30-137
5 peptide1 38-145  6.peptide1 46-150 7.非標識線毛
(*:各値は平均値±標準偏差を示し,P<001は対照群に比較して
有意差があることを示す)
IX1 7に示すように,pcpti“138‐145がpPRP―Cと
同程度の結合lgll害を示 した。pepti“130-137および
ドptiと146‐:50においても弱いなが ら阻害が認めら
れたが、PPRP―(｀ と同等の強い阻害は認められなか
った。このことより,P.gルlg′ッ″′s線毛の PRPlと
の結合部位が ドptidc:38-:5に相当するGRPQGPPQ
内に存在することが推測された.
5。PRPlの線毛最小結合部位の同定
表2 GRPQGPPQを基にしたデリー ション合成ペプチド
ペプチド アミノ酸配列
い,それらペプチ ドによる 121_FimのPRPI被覆
HAへの結合阻害実験を行つた.まず,N末端側か
らのデリーションペプチ ドによる阻害実験の結果を
図 8に示した。GlyとGly―Ar3をそれぞれ欠落させ
たペプチ ドPlとP2では,阻害効果は Peptiと138‐
1“ とほとんど変わらず,有意な差が認められた。
しかし,PЮとPЮ―Glnを欠落させたペプチ ドP3と
P4では,阻害効果が大きく減少した。
]*]*]*
0           0125         0250
線毛結合量 (rmd)
図8 デリーション合成ベプチドによるR grnglyJl磁毛のPRPl
被覆HAへの結合の阻害
1.インヒビターなし 2.pep●de138-145 3.P1 4.P2
5 P3 6 P4 7.P5 8.P6 9.非標繊線毛
(中:各値は平均値土標準偏差を示し,P<001は対照群に比較して
有意差があることを示す)
次に,ペプチ ドP2のC末端側からのデリーショ
ンペプチドによる結合阻害実験を行い,その結果を
図 9に示した.Ginを外したペプチ ドP7では,阻
害効果が 35%弱まり,有意な差が認められたが,続
いて PЮを外したペプチ ドP8では,阻害効果がほ
とんど消失し,差は認められなかつた。
コ・
]*
0           0125         0.250
線毛結合量←nd)
図9 デリー ションペプチドによるP」確ルJ縣毛のPR Pl
被覆HAへの結合の阻害
1.インヒビターなし 2.P2 3P7 4.P8 5.P9 6.P6
7.非標識線毛
(ホ:各値は平均値±標準偏差を示し,P<0.01は対照群に比較して
有意差があることを示す)
6.r・pPRP・Cの分泌
図 10に構築した pMNK‐5プラスミドベクターを
示す。この pMNK-5を挿入し,形質転換した 卜Sg
(peptide 1 38-145
Pl
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
G RPQCPPQ)
RPQGPPQ
PQGPPQ
QGPPQ
GPPQ
PPQ
PQ
PQGPP
PQGP
PQG
最小結合部位を同定するために,表2に示した
(〕RPα〕l)PQのN木端側とC末端側からアミノ酸残
基を !つずつ欠落させたデリーションペプチ ドを用
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D‐
からの 卜ばRP‐(｀ 分泌を確認するために,培養上清
を濃縮した 卜S8湘[標品を調製した。
図10 構築したoMNK-5プラスミドベクター
そして。図 ll‐(A)に示すように 卜Sg粗標品溶
液 節 ″lをPⅥ)「膜に転写させ,ウサギ抗 pPRP―C
抗体を用いた ドットブロツト法により検出したとこ
ろ.卜ヽ8*‖標品溶液では明らかな反応が認められ
たのに対してぅ、tS8粗標品溶液では反応が認めら
れなかった。また,図 l卜 (B)に示すように,ト
pPRP―(｀ の分子量をウエスタンブロツティング法に
より確認した。「
S8粗標品溶液では,合成 pPRP―C
と同じ分r量の位置にバンドが認められ,このこと
から,41i li菌であるS.g"あ″′から, リーダーシー
ケンス部で消化された 卜pPRP‐C力｀分泌されている
と考えられた.
泌 卜pPRP―Cの濃度は,4.3 nmd/m:(8.6″g/ml)
算出された (図12).
Y=88x10峡+28x10'
0.100
(0.040)
0
0  (4.3) 10       20
pPRP―C濃度(nmO1/mD
図12 ELISA法による r―sgから分泌されたr―pPRP―Cの定量
(○)は,100 μlのw―Sg培養上清にpPRP―Cを溶解し,pPRP―C濃度が
0, 2, 4,,8,16 nmo1/mlとなるように調整した.
(●)は,100 μlのr―Sg培養上清
(各値は平均値士標準偏差を示す)
7.r‐pPRP‐Cによる線毛および菌体の結合阻
害効果
0125        025
線毛結合量(rynd)
5
薗体結合■(1の
図13 w―Sg粗標品溶液中のoPRP―CによるP gjngrvallS毛
または菌体のPRPl被覆HAへの結合の阻害
供した阻害剤(2∞μ)として,,Sg粗標品溶液l miにpP RP―C
500 nrlolを溶解したもの(pPRP―C量1∞nrrloりを段階希釈した
1.阻害剤なし 2.PRP1 3-7.pPRP―C(1∞,50,25,13,6 nmol)
8w―Sg粗標品 9.非標識線毛
(*:各値は平均値±標準偏差を示し,P<0.01は対照群に比較して
有意差があることを示す)
図 13は,pPRP―CのPRPi被覆HAへの 1251_Fim
または 3H_ce‖の結合阻害の結果である。線毛,菌体
の両者において,pPRP―Cの濃度依存的に結合阻害
が認 められた。w‐Sg粗標品溶液 に PRPl(0.5
″mo1/ml)を溶解 したものを対照 とした ところ,
pPRP―C ilXl nmdでは,線毛 93%,菌体 90%の阻
（?
???
）?
?
?
(A)
1●
2 ●
3
4
(B)
123(kD0
177-
146 -
8_24-
638_
256-
図1l r―pPRP―C分泌の確認
(A)ドットフロット法は,l mg/mlのoPRP―C,40 mg/mlのr―S=粗標品,
w―SgIE標品または1%BSA,20 μlをPVDF晨に吸着させた。ウサギ抗
pPRP―C抗体によりr―pPRP―Cを検出した。
l pPRP―C 2■Sg粗標品 3w―S8租標品 4 BSA
(3)ウエスタンプロット法は,l mg/miのpPRP―C,40 me/miのにSg粗標品
またはw―Sg粗標品,20 μlを標品とし,ウサギ抗pPRP―C抗体によりr―
pPRP―Cを検出した。左側のレーンは,分子量マーカーである
1に~S8粗標品 2 pPRP―C 3w―S8粗標品
次に、卜Sg培養 litt iCXI″l中の 卜pPRP―Cの量を
H I´SA法(吸光度 450 nm)により定量した。既知
壁の合成 pPRI)―(｀ を 、ヽLS3培養上清に溶解し,求め
らわした||,1帰iF“泉 (Y■.8×10‐2x+2.8×:0‐3)ょり, `か
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害を示 し,対lЦ群 と有意な差が認められた。図 14
は、卜S8利l標占|:による PRP:被覆 HAへの 12Sl_Fim
または H｀‐cdlの結合阻害を検討した結果である。lv‐
S8利[標lキll溶液を対照としたところ,供した
「
S3粗
標メll1 8 mさでは,線毛77%,菌体72%の阻害を示し,
対照1群と有意な差が認められた.この 卜Sg粗標品 8
mgには、先で得た
「
S3培養上清中の 卜pPRP‐C濃
度から 鶉.4 nnl(メ相当の 卜pPRl)‐Cを合んでおり,ト
pl》RP―(｀は,pPRP‐CとPRPl―P.gルぼИ構 の結合に
おいて.1司等の阻害効果を示すと考えられた。
0125        025
線毛結合■(rrnd)
0          5         10
薗体結合量 (lσ)
図14 r―Se組標 品溶液 によるP.grngvarle毛また は薗体 のPRPl
被覆HAへの結合の阻害
供した阻害剤(2∞
“
Dとして,r―sg粗標品溶液を段階希釈した
1阻害剤なし 2 PRP1 3-ar―Sg粗標品〈乾燿標品として8,4,2,l m8)7w―S8粗標品 8非標臓線毛
(ホ:各値は平均値士標準偏差を示し,P<001は対照群に比較して
有意差があることを示す)
8.pPRPⅢCとrOpPRP‐Cによる P.gれgルα′′s
とH腔レンサ球菌との共凝集阻害効果
P.gル零′P`′sと日腔 レンサ球菌との共凝集に及ぼ
す pPRI)‐(｀の影響を濁度分光分析法により検討した。
図 :5に示すように,pPRP―Cは,濃度依存的に共凝
集を国111手した.pPRP―Ci33 nmd/mlの濃度での
S.711ル′∫A'l・( (｀｀ 15"9株との共凝集を81%阻害した。
また。S.″′′おA・1・(｀C i5912株では73%,S.g銘め″′
G9B株では 70%.S.ο〃おATCC 98:l株では 68%,
S.οκノお A・l (｀ (｀｀ 10557株では 60%、S.めИ″κ′MFe28
株では 54%。そ して,S.sα9′′s ATCC 10556株で
は 44%の阻害が認められた。
表3 2」鴨ルallSと各種口腔レンサ球菌との共凝集に及ぼす‐pPRP―Cの影響
r―Ss・・
趙●3 毬●島
S`Or●●
'C98
S"tls  AT∝15912
ATCC 15009
S●
"お
  ATCC 9811
ATCC 10557
Ss"guls ATCC 10550
Sd●″
"′
 MFe 23
2+
1+
1+
1+
1+
2+
1+
2+
1+
3+
4+
4+
・隔性対照として,阻害用は2∞μlの中 Sg粗標品溶液にpP RP―C40 nmo:/mlを
溶解したものであり,反応液中濃度は67 nmol/mlとなる.
・・阻書剤は,2∞μlのr―Sg粗標品溶液であり,EttSA法の結果からr―pPRP―Cの
反応液中濃度は67 nrr●1/mlとなる.
・・・陰性対照として,w―Sg粗標品溶液.200 μlを用いた.
さらに,P.gi′lgiッ″′sと口腔 レンサ球菌との共凝
集に及ぼす 卜Sg粗標品の影響を検討し,結果を表 3
に示 した.陽性対照 として,w―Sg粗標品溶液に
pPRP―Cを溶解したもの,そして,陰性対照として,
W‐S3粗標品溶液を用いた。判定法には,Cisarらの
方法を用いた。
「
Sg粗標品は,供試した口腔レンサ
球菌 と P.g′lgiッ″′sとのそれぞれ の共凝集を ,
pPRP―Cと同程度に阻害した。
本研究では,いくつかのPRPlペプチ ドを用いて,
P.g′″g′ッ″is線毛と結合する PRPlの最小結合部位
の検索を行つた結果,PRPlのC末端側ア ミノ酸配
列中の 140‐l`アミノ酸残基であるPQGPPQが,P.
g′″g′ッ″′s線毛 と結合する最小結合部位 と推定され
た。
はじめに,PRPlをNフラグメント,Mフラグメ
ントとpPRP―Cフラグメントの3つのフラグメント
に分割し,P.gルぼッ″′∫線毛との結合領域を調べた。
その結果,P.gルぼッ″′s線毛は,PRPlのNフラグ
メントとは結合しなかった。PRPIのN末端側 1‐30
アミノ酸残基は,酸性アミノ酸を多く合まれること
から,HA表面への強い親和性が報告 されている
21.3o.従つて, P.gi″′ソarFs線毛と PRPlとの相互
作用において,酸性アミノ酸の電荷的影響は少ない
と考えられた。また,予備実験で,塩化ナ トリウム
や塩基性ア ミノ酸である L―アルギニンや L―ヒスチ
ジンでは, P.gng′ッ″ぉ線毛のPRPI被覆HAへの
結合を阻害 しなかつたことから,P.gi″g′ッis線毛
とMフラグメントや pPRP―Cフラグメン トとの結
察考
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合は、陰 。陽イオンを介した静電的な相互作用では
なく.4‐キ異的なレセプターリガン ドによる結合様式
をとるIJ能性が考えられた。
次に,PRPlのC末端側での結合部位について,
合成ペプチ ドを用いて調べたところ,図5に示した
ように、ドpti“75‐89, "ptidc 90-106,pepti“107-
:20,pl)RP‐(｀が .gル18′ν″iS線毛と結合することか
ら。この4つのペプチ ド中に P.gル慇′v″お線毛との
付着に1劇与している部位が存在すると推測された .
これら4つのペプチ ドには,アミノ酸配列中の 75‐
80番H.92‐97番目, :09-‖4番目, 140-145番目に
PQ(〕PPQといつた共通したアミノ酸配列がみられる.
しかし、図6で示したように,P.gル7g′l″′s線毛の
結合‖[lif実験では、pPRP―Cのみが PRPI被覆 HA
への結合をドll害し、pepl“75-89, peptiと90‐106,
"pliと
107‐120は阻害を示さなかつた。このことは,
眸ptiCt・75-89、ドptiと90-:06,peptiф 107-120中の
Pq〕1)PQに後続するア ミノ酸配列に QGGHが共通
に存イ[しており。この QGGHアミノ酸残基が溶液
中では結合領域を隠蔽しているのかもしれない。つ
まり。溶液中では pepti&75-89, pe口iと 90-106,
"pt崚
107‐120の各ペプチ ド内部では,QGGH残基
がレセプターと推測される PQGPPQを立体構造的
に隠蔽し.線毛と結合できない状態を起こすことが
考えられるが,pPRP‐CにはQGGH残基が存在しな
いために、溶液中においても PQGPPQが露出し,
pPRP‐(｀ が PRPlと線毛との結合を阻害するものと
推測された.
さらに,pPRl》‐(｀ を構成するペプチ ドの中では ,
"μ
i“ i38-145が強い結合阻害を示したが,pepti“
:30‐!37とドpti“146-i50にも弱いながらの結合の
日L与がみられた。これらペプチ ドは PQCPPQのア
ミノ酸配列をもたないが,この配列と相同性の高い
ア ミノ酸配ダ1を有し,PQGPPQとは異なる線毛結合
部位存イ|:の日∫能性 も考えられる。しか し,peptiと
138-!45はpPRP―Cと同程度の強い阻害を示したこ
とから,(〕RPαIPPQが主要な結合部位と推定され
た.
最小結合部位を決定するために,GRPQCIPPQを
N木端または (｀ 木端側より順次アミノ酸を欠落させ
た合成ペプチ ド (表2)を用いて結合部位を調べた
ところ.PQCPPQには強い阻害活性が認められたが,
PQGPPQ中の両端に存在する PQをそれぞれ欠落さ
せた時,阻害活性が極端に弱くなった。このことよ
り,ペプチ ドP2相当の PQGPPQがP.8′7g′ツ″is線
毛との最小結合部位であり,N末端側とC末端側の
両端に存在する PЮ―Glnのジペプチ ドは,結合の際
の重要な役割を果たしていると考えられた.
また,この PQGPPQと相同性の高いア ミノ酸配
列をもつヒトタンパク質をデータベース (BLASTP―
SwisspЮ1/UPD:EuЮpean Bloinformatics lnstitute, Uni―
vesity of Genovめを用いて検索したところ, ヒト唾
液では,PRPlを合む PRPsだけでなく,塩基性
PRPs JやPRGPにも PQGPPQ, PQGPP, PQGPPPQ
といつた配列が認められた。N」toらは,線毛をも
つ P.g′,g′ν″′sがヒトコラーゲンタイプIやIVと結
合することを報告している 3ηが,ヒトコラーゲンタ
イプ IやⅣにおいても PQGPPの反復配列を保有 し
ていることが明らかにされている。P.gi″g′l,″お の
口腔内への定着の際の初期付着における結合は ,
PRPlのみでなく他のPRPs,PRGPやコラーゲンタ
イプ I・Ⅳ中の,PQGPPQと相同性の高い部位が共
通して関与している可能性が高いと考えられるが ,
最近, Amanoらは, pPRP‐C力｀ P.g′,g′ッ″′s線毛と
PRGP,塩基性 PRPとの結合を抑制したことを報告
している勁.
口腔常在菌である S.gοκわ〃′の形質転換株に P.
8′″g′ツα′iS線毛との結合領域を合む pPRP―Cを分泌さ
せ,その
「
pPRP―CがP.g′″g′ッグis線毛を介する付着
に及ぼす影響を調べた.「S3によリトpPRP―Cが4.3
nmolノm:の濃度で培養上清中に分泌していることを
確認後,この培養上清を阻害剤として PRPi被覆
HAへの P.gルば′ν″お線毛の結合阻害実験に供試し
たところ,阻害効果はみられなかった.培養上清中
の
「
pPRP―C量が不充分であることが考えられたた
め,培養上清を濃縮したFS3粗標品を使用した。図
13や:4に示すように,同様に調製した w―Sg粗標
品溶液においてもごくわずかな阻害効果が認められ
たが,「pPRP―Cは,合成 pPRP―Cと同等の高い阻害
効果を示した。また,pPRP―Cは,P.g′″g ν″′sと数
種の口腔レンサ球菌との共凝集に対しても顕著な阻
害を示し,「pPRP―Cもまた同程度の高い阻害効果
を示した。P.g′′7g′ッ″′sの口腔内における初期定着
の場として,S.gθ滋″′をはじめとするプラーク細
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菌の洪i体表miが考えられることか ら,本研究で形質
転換 した S.gο′わ″′が分泌した 卜pPRP‐Cは,P.
gル
`′
r`ノお の他の馘i体への付着の抑制にも作用する
可能性が考え られる.しか し,本研究では,ト
pPRP―(｀が P.g′″8′ν″′s線毛または S.gο滋″′菌体
のどちらに結合し、共凝集を抑制するのかは明らか
にされていない。Nak」らは,S.川″′αなの表面抗原
タンパク質であるlhcが各唾液タンパク質の高プロ
リン何i域に糸|キ合すると報告しており 3り,同様に他の
|1腔レンサ球菌の表面にも,pPRP‐C中の高プロリ
ン領域と結合するタンパク質が存在し,P.gIIPg′ッ″Fs
と結合する日腔レンサ球菌の結合部位を pPRP―Cが
プロックすることにより共凝集を抑制している可能
性も否定できない.
これまでに、外来遺伝子を挿入 したプラスミドを
ヒトH腔常在菌に組み込むことにより生理活性のあ
る物質を発現 。分泌させるシステムがいくつか報告
されている。例えば,S.′″
“
翅rが産生するグルカ
ンを加水分解するデキス トラナーゼを S.gοκわ″′
に分泌させるために。S.gθκわ″′ と大腸菌のシャ ト
ルベクター pVA838にデキストラナーゼ遺伝子を挿
人したプラスミドを構築したという報告がある 3ヽ
しかし。この方法では,抗生物質が存在しないと形
質転換株中の外来遺伝子が消失する.その問題点を
解決す るために,ShiЮzaらは,磁iфnt口asmid
intcgrtltion法を考案し 2詢 ,S.′,7′′α,Sのグルコシル
トランスフェラーゼの働きを阻害す る Bri′ルs
(プπTル″ド遺伝 rをS.″′″澪遺伝子に組み込み ,
3`κfノルバ (.′κwノィパ 遺伝子 Lにあるサイクロイソマル
トオリゴサッカライ ド グルカノ トランスフェラー
ゼを発現 。分泌させることに成功した 2●。また,P.
gル,g′Pζノお線毛のサブユニットであるフィンブリリ
ン遺伝 rをS.8ィ′
“
わ″′の遺伝子に組み込むことによ
リフィンブリリンを分泌させたという報告がある 2o
が。この分泌されたリコンビナン トフィンプリリン
の in iヽt■、および in vivoでの作用については明らか
にされていない。
ll記の報告を合め遺伝子操作された口腔常在菌に
よつて発現された リコンビナントペプチ ドの分泌量
についての報告はこれまで皆無である.医学的・商
業的に進められている B″′んだ属に発現 。分泌させ
た生理活性物質では, α―ア ミラーゼは l.5m3/m14り
で,インターフェロンは 0.5-l.O μg/m141)の濃度で
分泌 され てい る。本研 究では,pPRP―Cを S.
gοκわ′l′ に分泌させた
「
pPRP‐Cの分泌量は 8.6μ
3/miであり,この発現・分泌量は,上記の報告の範
囲内であった.
P・ gルぼツ″お は,重度な成人性歯周炎患者から多
く検出され,有力な歯周病発症の原因菌と考えられ
ており 42、 歯周病を予防するためには,この原因菌
の日腔内への定着を妨げることが予防戦略のひとつ
となるであろう。pPRP‐CはP.gルぼッarおの唾液タ
ンパク質で被覆された表面への付着を抑制するだけ
でなく,日腔レンサ球菌との共凝集をも抑制するこ
とか ら,pPRP―Cの臨床応用することにより,P.
gルぼッ″お の定着を選択的に阻害し,化学的プラー
クコントロールの一手段となりうることが期待され
る。 しか し, in vivo において, pPRP―C が P.
g′″g′ソα′なの定着を抑制するかどうかは不明であり,
今後,pPRP―CをP.g′″giッ″′sの感染や歯周病の発
症を「予防」する機能をもつ物質として応用するに
はさらなる研究が必要となろう。
1.P.gルぼッ″′S線毛 とヒト唾液から精製 した各
PRP:フラグメントとの結合を調べたところ,PRPl
のC末端部分のフラグメントが強い結合を示し,な
かでも pPRP―Cフラグメントが最も強固な結合を示
した。
2.PRPI被覆 HAへの菌体または線毛の結合に
対しても,pPRP―Cフラグメントが最も強い阻害を
示した.
3.PRP:のC末端部分を構成する5種のペプチ
ドとして、pepti“75‐89, peplよ9卜1“, pepti“107‐
120,peplф12卜129および pPRP―Cを合成し用いた
線毛との結合実験では,pc,idc12H 29を除く4種
のペプチ ドにおいて強い結合を認めた。また,これ
らの 5種の合成ペプチ ドのうち,pPRP―Cのみが線
毛の PRP:被覆HAへの結合阻害を示した.
4.pPRP―Cをさらに分割したペプチ ドによる結
合阻害実験から peptiф1 38-145(GRPQGPPQ)が
pPRP―Cと同等の結合阻害効果が認められた。その
GRPQGPPQアミノ酸西己列を基にデ リー ションペプ
論結
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チ ドを合成 し、 それ らペプチ ドを用いた線毛の
PRPi被覆 HAへの結合阻害能からPRPlとの最小
結合部位を推定したところ,PЮ―(31n‐Gly‐Pro―PoGin
であることが示された。
5.S.8οめ″′形質転換株の培養上清中には ,
pPRl)‐(｀の|り1らかな分泌が認められ,その濃度は4.3
nm(1/nllと推定された.卜Sg粗標品によるPRPl被
覆 HAに対する供i体および線毛の結合阻害では,濃
度依存的に抑制が認められ,最終濃度において,そ
れぞれ72%と77%の抑制が認められた。
6. 卜S3判[標占占は, P.g′′:gν″おとS.gοめ′,fF, S.
′″′′∫.S.ο″ノ′s.S.sα:g“おおよびS.め″′
`′
とのそ
れぞれの共凝集を普明に抑制した。
以 11の結果より。P.gルぼソ″お線毛の PRPI分子
内での最小結合領域は PoGln―Gly‐PЮ‐PЮ―Ginであ
り、S.8ο″わ″′形質転換株が分泌した 卜pPRP‐Cは,
P.gル撃′1・″な線毛による PRPl被覆 HAへの結合を
日1害するだけでなく,P.gルlgiv″お と口腔レンサ球
菌との共凝集も附l害することが示され,これらの実
験系が、 P.8ル醸Fッ″お の口腔内への定着抑制モデル
としてイ「用であることが示唆された.
稿を終えるに晰iみ,終始御懇篤なる御指導と御校
関を賜つた大阪大学歯学部予防歯科学講座 雫石聰
教授ならびに本学部附属病院障害者歯科治療部 天
野敦雄講師に深甚なる謝意を表します.また,組み
換え 1)NA実験における,御教示と御助言を賜りま
した11腔細菌学講座 川端重忠助教授に厚くお礼申
し llげます。最後に本研究に御協力いただきました
予防歯科学講座お よび口腔細菌学講座の諸先生方に
深く感謝いたします.
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